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RESUMO

A hiperglicemia materna pode interferir na composicdo € nos mecanismos
imunologicos do colostro. Existem poucas evidéncias sobre os componentes
imunoldgicos do colostro de nutrizes que desenvolverem diabetes gestacional. Esse
estudo avaliou a concentragao de imunoglobulinas, citocinas, anticorpos IgA, IgA anti-
insulina e a bioquimica da saliva e do colostro das maes diabéticas em comparagdo a
maes nao diabéticas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a concentragdo de anticorpos
IgA anti-insulina e concentracdo de citocinas no colostro e na saliva de gestantes que
desenvolveram diabetes gestacional. O estudo do tipo caso controle, foi realizado no
Hospital Materno Infantil da Universidade Federal do Maranhdo e cadastrado na
Plataforma Brasil e aprovado pelo CEP-HUUFMA sob o n.° 3.301.629. Foram
incluidas 74 mulheres, sendo 37 no grupo com diabetes gestacional e 37 no grupo nao
diabético. Para a avaliacdo o colostro foi coletado manualmente, sempre pela manha,
48 horas apds o parto e a da coleta da saliva foi realizada ap6s jejum de 2 horas e
higiene oral com agua filtrada. A saliva e o colostro foram centrifugados (2.000 rpm)
e o sobrenadante utilizado para avaliar a concentra¢do de anticorpos e citocinas por
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e por CBA (Cytometric Beads Array). As avaliagdes
bioquimicas da concentragdo de glicose, colesterol, triglicérides, proteinas totais foram
realizadas em sistema automatizado. Para andlise estatistica empregou-se o teste -
Student para amostras com distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney na
comparacao de variaveis ordinais ou continuas sem distribui¢ao normal. A idade média
das mulheres com diabetes gestacional foi de 31 anos. Entre os recém-nascidos de
maes diabéticas 27% apresentaram macrossomia fetal e 30% episddios de
hipoglicemia, nas primeiras 24 horas de vida. As maiores concentragdes de glicose,
calcio, IgA anti-insulina e IL-10 ocorreram no colostro e na saliva das mulheres com
diabetes gestacional. Esse grupo também apresentou redug¢do nas concentragdes de
IFN-y e TGF-B. A concentracao total de proteinas totais, triglicerideos, IgA, TNF-a e
de IL-17 foram similares entre os dois grupos. O aumento de IgA anti-insulina no
colostro se correlacionou ao aumento de TNF-a e a reducdo de TGF-f. Este parece ser
o primeiro relato sobre o aumento de anticorpos anti-insulina de mulheres com
diabetes gestacional e a sua correlagdo com a concentracao de citocinas no colostro.
Considerando que os anticorpos anti-insulina estdo entre os marcadores humorais mais
frequentes na perda da auto-tolerancia, os nossos resultados indicam que as avaliagdes
imunolédgicas sdo importantes para qualificar o leite de mulheres com diabetes
gestacional, pois ainda ndo se sabe a repercussao desse marcador no sistema imune
dos lactentes. Assim nossos resultados abrem novas perspectivas voltadas a avaliagdo
e acompanhamento clinico dessas mulheres e seus filhos, por um periodo maior.

Palavras-chaves: Colostro, Saliva, Diabetes Gestacional, Citocinas; IgA Anti-
Insulina.



ABSTRACT

Maternal hyperglycemia may interfere with the composition and with the
concentration of immunological mediators in colostrum. However, there is little
evidence on the concentration of antibodies and cytokines in colostrum of mothers
who developed gestational diabetes. Thus, our aim was to evaluate the concentration
of anti-insulin IgA antibodies and the cytokine concentration in colostrum compared
to the saliva of pregnant women who developed gestational diabetes. It was a case-
control study conducted at the Hospital Materno Infantil of the Federal University of
Maranhao. The protocol was registered at Plataforma Brasil and approved by CEP-
HUUFMA (No. 3.301.629). The study evaluated 74 women, 37 in the gestational
diabetes group and 37 in the non-diabetic group. The colostrum was collected
manually, always in the morning, 48 hours after delivery and the saliva collection was
performed after 2 hours fasting and oral hygiene with filtered water. Saliva and
colostrum were centrifuged (2,000 rpm) and the supernatant used to determine the
antibodies and cytokines concentrations by Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and Cytometric Beads Array (CBA). The biochemical determination of
glucose, cholesterol, triglycerides, urea and amylase concentrations were performed in
an automated system. Statistical analysis used the Student's t-test for samples with
normal distribution and Mann-Whitney test to compare ordinal or continuous variables
without normal distribution. The average age of women with gestational diabetes was
31 years. Among newborns of diabetic mothers, 27% had fetal macrosomia and 30%
were hypoglycemic, within the first 24 hours of life. The highest concentrations of
glucose, cholesterol, calcium, anti-insulin IgA and IL-10 occurred in colostrum in
women with gestational diabetes. This group also showed a reduction in IFN-y and
TGF-B concentrations. The total concentration of triglycerides, total protein, IgA,
TNF-a and IL-17 was not different between the two groups. The increase in anti-
insulin IgA in colostrum showed a positive correlation with TNF-a. In contrast the
increase of anti-insulin antibodies showed a negative correlation with TGF-B. This
seems to be the first report concerning the increase of anti-insulin antibodies in
colostrum from women with gestational diabetes and their influence on the cytokine
concentration. Considering that anti-insulin antibodies are among the most frequent
humoral markers in the loss of self-tolerance, our results indicate that immunological
evaluations are important to qualify the milk of women with gestational diabetes, since
the repercussion of this increase in the immune system of the babies is not known.
Those results opens new perspectives for further studies aiming to follow-up of these
women and their children during a longer period.

Key-words: Colostrum, Saliva; anti-insulin; IgA; Cytokines; Gestacional diabetes
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1 INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) ¢ diagnosticada durante a
gestagdo e pode, ou nao, persistir apds o parto (WHO, 1999) provocando distirbios
metabolicos e imunoldgicos (ICHISATO, 2002). A diabetes gestacional também tem
efeitos sobre os bebés durante a gestacao, além de aumentar os riscos dessas criangas

desenvolverem obesidade, sindrome metabdlica e diabetes na vida futura

(YESSOUFOU; MOUTAIROU, 2011).

A gestante portadora de DMG, nao tratada, tem maior risco de rotura
prematura de membranas, parto prematuros, feto com apresentacao pélvica e feto
macrossomico (YANG, et al., 2002). Estudos de interven¢do mostraram que o melhor
controle glicémico pode retardar o aparecimento de complicagdes cronicas

(NATHAN, 1998).

A prevaléncia de DMG no mundo varia de 1 a 37,7%, estimando-se que
um em cada seis nascimentos ocorra em mulheres com alguma forma de hiperglicemia
durante a gestacdo, e que 84% dos casos seriam decorrentes de DMG (HOD et al,
2015). No Brasil as estimativas sdo conflitantes, no entanto o Sistema Unico de Saude
estima que ocorra diabetes gestacional em 18% das maes que apresentam

hiperglicemia durante a gestagdo (NEGRATO et al, 2010; TRUJILLO, 2016).

As pessoas diabéticas possuem maiores concentracdes de anticorpos anti-
insulina na saliva, quando comparados com pessoas normoglicémicas além do
aumento na concentragdo salivar de glicose, calcio e ureia (MONTEIRO et al, 2002;
Lima-Aragao et al., 2016). Segundo Silva et al (2008) os anticorpos anti-insulina sdo
considerados marcadores frequentes ndo s6 da diabetes, mas também de doencas

autoimunes como a artrite reumatoide.

Pouco se sabe sobre a composicao do leite das maes diabéticas. O leite
humano possui propriedades anti-infecciosas, que, em conjunto, contribuem para o
desenvolvimento da imunidade passiva e ativa da crianca. Segundo Guerra (1991) os
anticorpos maternos presentes no leite podem influenciar a maturacdo do sistema
imunologico da prole, sugerindo que a amamentagdo tem importante papel na

imunidade dos lactentes.

Para Hondrio-Franga et al (2015) a cronobiologia interfere na

amamentagao comprometendo os componentes imunologicos do leite e para Neubauer
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et al. (1993) ocorre reducdo da lactose e aumento na concentragdo de proteinas no
colostro entre o segundo ¢ o terceiro dia pds-parto, entre as diabéticas, indicando que
alteracdes decorrentes da diabetes materna podem afetar o desenvolvimento dos
recém-nascidos. Além de que, as puérperas portadoras de diabetes apresentam atraso
significativo na transi¢do da fase I da lactogénese para a fase II (OLIVEIRA et al,
2008).

Assim, a nossa hipdtese foi de que a diabetes gestacional altera a produgao
de anticorpos e citocinas maternas e por isso pode interferir na organizagdo e

maturagao do sistema imune dos bebés.

Nesse sentido, esse trabalho pode promover uma reflexdo acerca das
ligagdes materno-fetais, do ponto de vista imunolégico, considerando as mulheres que
desenvolvem diabetes gestacional, pois sabe-se que criancas que recebem aleitamento
materno apresentam menor risco de desenvolver diabetes tipo 2, quando comparados
aos que foram alimentados com féormulas infantis, contudo dados revelam que filhos
de maes com diabetes durante a gravidez tem maiores chances de desenvolver diabetes

tipo 1 e podem apresentar comprometimento no desenvolvimento (ORNOY, 2011).

Além de que, as triagens e avaliagdes da qualidade do leite materno nos
bancos de leite humano incluem apenas avaliagdes nos aspectos de microbiologia e

infecgdes virais sem levar em consideracao o cenario imunologico (BRASIL, 2013).

Optamos por comparar os dados do colostro com a avaliacao salivar, pois
os fluidos salivares sdao utilizados como ferramentas para avaliar a saude publica, no
diagnodstico, prognostico e monitoramento de varios tipos doengas, incluindo a
diabetes, doengas autoimunes, cardiovasculares, infecgdes, presenga de tumores, carie
e doenga periodontal, entre outros (OLIVEIRA JUNIOR; GUERRA, 2010; GUERRA
etal, 2012; BRANCO-DE-ALMEIDA etal, 2011). Ademais, o fluido salivar ¢ de facil
aquisicdo, manuseio, transporte e acondicionamento e faz parte do sistema de
imunidade de mucosas assim como o colostro, sendo um excelente pardmetro de

comparacao dos resultados.

Com base nessas consideragdes as perguntas condutoras do presente
estudo foram: O colostro de mulheres com diabetes gestacional ¢ igual aos das sem
diabetes? A diabetes gestacional pode alterar a produ¢do de anticorpos anti-insulina e
citocinas no colostro? De que forma essas alteragdes podem refletir no peso ao nascer

e na glicemia dos neonatos?
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabetes na gravidez

A Diabetes mellitus ¢ uma doenca sistémica, cronica, de origem endocrina,
caracterizada por uma deficiéncia na sintese de insulina pelas células pancreaticas
provocando distarbios metabolicos e influenciando no sistema imunologico
(ICHISATO, 2002). A hiperglicemia cronica estd associada a dano, disfungdo e
faléncia de varios orgdos, especialmente olhos, rins, nervos, coragdo e vasos
sanguineos (FERREIRA, 2011), assim a principal caracteristica da diabetes consiste
na producao insuficiente ou ma absor¢ao de insulina, hormoénio que regula a glicose

no sangue e garante energia para o organismo (BRASIL, 2010).

No Brasil, em 2010, a prevaléncia geral estimada, incluindo DM tipos 1
(DM1) e 2 (DM2) entre adultos, foi de 6,4%, correspondendo a aproximadamente 12
milhdes de pessoas. De acordo com a Pesquisa Nacional de Satude (2013) a prevaléncia
da diabetes autorreportada no Brasil foi de 6,2%, sendo mais frequente nas mulheres
(7,0%) do que nos homens (5,4%). Estima-se que, em 2030, cerca de 552 milhdes de
pessoas terdo diabetes. Isto equivale a um diabético a cada 10 adultos, sugerindo que

surgirdo trés novos casos a cada 10 segundos (SBD, 2017).

A diabetes nao controlada € o terceiro fator, em importancia, relacionado a
mortalidade prematura, superada apenas pela hipertensao e pelo uso de tabaco (WHO,
2009). Além disso, a hiperglicemia esta associada a uma maior taxa de hospitalizacao,
maior utilizagdo dos servicos de satde, bem como maior incidéncia de doengas
cardiovasculares e cerebrovasculares, cegueira, insuficiéncia renal e amputagdes, ndo
traumaticas, de membros inferiores (SBD, 2017). Os estudos de interven¢do mostram
que o melhor controle glicémico pode retardar o aparecimento de complicagdes
cronicas microvasculares, embora ndo tenha efeito significativo na redugdo de

mortalidade por doencga cardiovascular (NATHAN, 1998; SBD, 2017).

Quando identificada na gestacdo, ¢ considerada como Diabetes mellitus
Gestacional (DMG) (ADA, 2012). A gestante portadora de DMG e ndo tratada tem
maior risco de rotura prematura de membranas, parto pré-termo, feto com apresentagao
pélvica e feto macrossomico (YANG, et al.,, 2002). Assim, a gravidez com
complicacdes, por diabetes, resulta em um aumento de 30% em relagdo aos gastos com

servicos de saude (LAW et al, 2015).
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A diabetes gestacional ¢ mais prevalente entre as gestantes que apresentam
idade superior a 25 anos, indice de massa corporal, (IMC) > 30, com deposic¢ao central
excessiva de gordura corporal, historia familiar de diabetes, em parente de primeiro
grau e baixa estatura. < 1,51 m, por serem mais propensas ao desenvolvimento da
diabetes gestacional devem ser rastreadas, para evitar complica¢des durante a gestacao

e o puerpério (BRASIL, 2010; BOLOGNANI; SOUZA; CALDERON, 2011).

Embora a resisténcia a insulina e a diabetes mellitus gestacional (DMG)
sejam geralmente reversiveis apos a gravidez, entre 30 e 50% das mulheres com
histéria de GDM desenvolvem diabetes tipo 2, entre cinco a dez anos depois do parto,
especialmente se forem obesas (PORTH; MARTIN et al, 2010; VOET et al, 2013;
OLIVEIRA et al, 2014). Nesse contexto, a hiperglicemia durante o ciclo gravidico-
puerperal constitui um relevante problema da atualidade, ndo sé pelo risco de piores
desfechos perinatais e de desenvolvimento de doencas futuras, como também pelo
aumento de sua prevaléncia, em decorréncia da epidemia de obesidade que tem sido

observada em varios paises (OPAS, 2017).

Para diagndstico e monitoramento da hiperglicemia na gestagdo um dos
protocolos utilizados € pelo Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) considerado
com maior sensibilidade e especificidade (SBD, 2017). O quadro 1 destaca as
principais dosagens glicémicas utilizadas no diagndstico da diabetes gestacional.

QUADRO 1: Critérios laboratoriais para diagnostico da Diabetes Gestacional

Glicose 1* | Glicose 2 | Glicose ao | HbAlc

(mg/dL) (mg/dL) eSO (%) Observacoes

OMS emprega valor de
<100 <140 - <5,7 corte de 110 mg/dL para
glicose em jejum.

Normoglicemia
para populacio

Normoglicemia >200
para gestantes <92 <126 mg/dL )

I.’re-dlabetes ou >100 >140 >57 P051t1v1dAade para qualquer

risco aumentado - dos parametros confirma

<126 <200 <6,5 N .

para DM diagnostico de pré-diabetes.
Positividade para qualquer

dos parametros confirma

estabelecido >126 >200 >200 26,5

padronizado. Na auséncia de
sintomas de hiperglicemia,
confirma pela repeti¢ao dos

para populacio

testes.
Dlab?tes ~92 ~180 =200 i sem necess1dgde de
gestacional - - - apresentar de sintomas

a) Glicose 1: glicemia em jejum; b) Glicose 2: glicemia apds sobrecarga com 75 g de
glicose; OMS — Organizagdao Mundial da Saude; HbAlc: Hemoglobina glicada; DM:
diabetes mellitus (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2017).
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As concentragdes glicémicas para deteccdo da diabetes gestacional sdo
diferentes das utilizadas para o restante da populacdo, pois pode afetar o
desenvolvimento fetal e os desfechos perinatais, como mostrou o estudo sobre os
Resultados Adversos da Hiperglicemia na Gravidez - HAPO (Hyperglycemia and
Adverse Pregnancy Outcomes). Esse estudo observacional, prospectivo, incluiu cerca
de 25.000 gestantes e mostrou que ha correlacao positiva e linear entre os valores de
glicemia materna e o aumento na frequéncia de desfechos maternos e neonatais
adversos, como pré-eclampsia, cesariana, macrossomia, hipoglicemia neonatal, entre

ouros (IADPSG, 2010).

As Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2017) recomendam que
todas as mulheres devem realizar testes de glicemia de jejum, até 20 semanas de idade
gestacional, para diagndstico de diabetes mellitus gestacional. Todas as gestantes com
glicemia de jejum superior a 92 mg/dL devem realizar o teste de tolerancia oral a
glicose (TOTG), com 75g de glicose entre a 24 a 28 semanas de gestacdo. Se o inicio
do pré-natal for tardio, ap6s 20 semanas de idade gestacional, deve-se realizar o TOTG
com a maior brevidade possivel. Estima-se que assim sejam detectados 100% dos

casos (Figura 1).

Viabilidade financeira e disponibilidade técnica
total 100% de taxade detecgdo

Inicio do pré-natal Iniciodo Pré- Iniciodo Pré-
natal 20 a 28 natal> 28
<20semanas semanas semanas
1
| 1 1 l
Glicemia em jejum Glicemia em jejum Glicemia em jejum .
20a 24 semanas Imediatamente
>125mg/dL 92a125mg/dL ‘ <92mg/dL | ‘ ‘
TOTG 758
Dosagens jejum, 12e 22 hora
Diabetes Diabetes Ao menos um valor de:

Mellitus gestacior al Aomenos um valo
L JeJu 92a 125 g/dL
p— Jeju a: 1261 g/dL

12 hora:>180mg/dL s e
a = |
27153 2 199 mg/dL Q2002 |

Figura 1. Diagnostico da Diabetes mellitus gestacional em relagdo a situacao de

viabilidade financeira e disponibilidade técnica total (SBD, 2017).
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2.2 Fisiopatologia da Diabetes Gestacional

As alteragdes no metabolismo materno sdo importantes para suprir as
demandas do feto. O desenvolvimento de resisténcia a insulina, durante a segunda
metade da gestagdo, ¢ resultado de adaptacdo fisiologica, mediada pelos hormdnios
placentarios anti-insulinicos, para garantir o aporte adequado de glicose ao feto (IDF,
2002). Entretanto, algumas mulheres, que apresentam algum grau de resisténcia a
insulina ao engravidar, como ocorre entre as mulheres com sobrepeso, obesidade e
sindrome dos ovarios policisticos, esse estado fisiologico pode ser potencializado nos
tecidos periféricos. Paralelamente, impdem-se a necessidade fisioldgica de maior
producado de insulina e a incapacidade do pancreas em responder a essa nova condicao,
favorecendo o quadro de hiperglicemia de intensidade variada, que ¢ caracterizado

como diabetes mellitus gestacional - DMG (IDF, 2017).

2.3 Tratamento da Diabetes Gestacional

A opcao inicial de tratamento consiste na orientagdo alimentar,
restringindo a dietas de alto valor caldrico, com a redugdo de carboidratos entre 40 e
45% e aumento na proporcao de proteinas. Recomenda-se também o uso moderado de
adogantes e associacao do controle dietético a uma atividade fisica (ADA, 2012).
Entretanto, quando a hiperglicemia se mantem ¢ recomendado o inicio imediato do
tratamento farmacoldgico, sendo a opgao pela insulinoterapia a mais frequente. Esse
tratamento € baseado na medida da circunferéncia abdominal fetal, e sera introduzida
quando os valores forem iguais ou superiores ao percentil de 75, na ecogratfia realizada
entre 29 a 33 semana de gestagdo (BUCHANAN et al, 1994).

Quanto aos hipoglicemiantes orais, um numero crescente de estudos
mostra que nao ha efeitos deletérios quanto ao uso da metformina na gestacdo. J4 em
relacdo a glibenclamida os resultados sdo conflitantes, tanto em relacdo a eficacia
quanto a seguranca. Entretanto, como os dois medicamentos atravessam a barreira
placentéria, recomenda-se o uso desses hipoglicemiantes orais apenas quando o
controle adequado da glicemia ndo foi possivel com medidas ndo farmacolédgicas e nas
pacientes nas quais ndo ¢ possivel usar insulina (LANGER et al, 2000; HAGUE et al,
2003).
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2.4 Lactacao: Fisiologia e principais fases

A maturacdo mamaria ocorre por estimulos hormonais, decorrentes da
producdo de progesterona, lactogénio placentdrio, gonadotrofina, corticoides
placentarios, hormoénios tireoidianos, paratireoidianos, corticoides suprarrenais,
insulina, prolactina e possivelmente o hormonio de crescimento hipofisario

(NOMMSEN-RIVERS et al, 2012).

No fim do segundo trimestre da gestacao, o tecido alveolar mamadrio cessa
sua proliferagdo e inicia sua atividade secretora basal, que aumenta gradativamente até
o fim da gravidez. Logo, a glandula mamaria estara apta a producdo de leite, devido
as elevadas concentragdes de prolactina. No entanto, s6 no fim do terceiro trimestre,
observa-se o colostro no interior dos lobulos glandulares, contudo o estrogénio e
progesterona placentarios ndo permitem a a¢do produtora da prolactina, acdo que sé
serd desencadeada com o nascimento € a expulsdo da placenta, devido a queda
acentuada desses hormonios inibidores da prolactina (CARVALHO; TAVARES,
2014).

A lactagdo ¢ constituida por 3 fases. O primeiro fluido produzido pelas
mulheres ap6s o parto € o colostro, que ¢ diferente em volume, aparéncia e
composi¢do. O colostro, produzido em pequenas quantidades nos primeiros cinco dias
apos o parto, ¢ rico em componentes imunologicos, lactoferrina, leucécitos, fatores de
crescimento (CASTELLOTE et al, 2011). Apresenta concentragdes relativamente
baixas de lactose, célcio e potdssio, enquanto as concentracdes de sodio, cloro,
magnésio sao mais elevadas, em comparagao ao leite maduro (PANG; HORTMAMM,

2007).

A segunda fase da lactacdo, designada fase de transi¢do, ocorre a partir do
sexto dia até 14° apos o parto. A partir da segunda quinzena ap6s o parto o leite materno
¢ classificado como maduro e constitui-se de 87,5% de agua, o que promove a
adequada hidratacdo do lactente durante os 6 meses de vida, ndo necessitando ofertar
agua ao lactente (NOMMSEN-RIVERS et al, 2012). Esse leite também oferece a
quantidade adequada de carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais para
garantir adequado crescimento e desenvolvimento da crianca (FAVARETTO et al,

2016).
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2.5 Colostro e avaliacao imunoldgica e bioquimica

O colostro ¢ o primeiro leite produzido no periodo pos-parto. Comega a ser
produzido por volta do quarto més de gestagdo. E um fluido amarelado, muito
gorduroso, que ¢ produzido em pouca quantidade, entre o 1° e 3° dia do pds-parto. As
principais fungdes do colostro incluem a maturacao do trato gastrointestinal do bebé,
devido a presenca de citocinas e substancias anti-inflamatorias, antimicrobianas e
anticorpos, majoritariamente da classe IgA (Agarwal et al., 2011).

O colostro ¢ considerado como um potente refor¢o imunoldgico nos primeiros
dias de vida dos bebés. Assim, o aleitamento materno protege o lactente de infecgdes
principalmente devido a elevada concentragao de anticorpos IgA secretores (IgAs) e
de varios outros fatores bioativos, incluindo citocinas anti-inflamatérias e
componentes antimicrobianos (LIAO et al, 2012; GAO et al, 2012; PALMEIRA;
CARNEIRO-SAMPAIO, 2016). Adicionalmente, o colostro, assim como o leite
produzido nas outras fases da lactacdo, ndo apenas fornece nutricio (FRANCA et al.,
2013) e prote¢ao imunologica passiva ao bebé no inicio da vida (GAROFALO, 2010),
mas também apresenta uma variedade de componentes bioativos que moldam
ativamente a microbiota, o metabolismo e o sistema imunologico da crianca em
desenvolvimento (GUERRA, 1991; GUDIEL-URBANO, 2001; KLEIN et al, 2013;
SMILOWITZ et al, 2013).

Alteragdes fisioldgicas vividas pelas maes durante a lactacdo podem afetar
o desenvolvimento dos lactentes. Por exemplo, a diabetes mellitus gestacional
ocasiona aumento na concentracdo de acidos graxos e citocinas inflamatorias no
colostro, o que tem sido relacionado a propensdo a desenvolver resisténcia a insulina,
e aumento no risco de diabetes tipo 2 e obesidade nos bebés (FATIMA et al, 2018).

A producdo de leite esta associada ao sistema imune das mucosas,
responsavel também pela producao de saliva e outros fluidos corporais. No sistema
imune das mucosas o anticorpo majoritario ¢ a IgA secretora (IgAs). Essa
imunoglobulina tem importante papel na colonizagdo da microbiota pois pode
controlar a aderéncia de bactérias, fungos e outros microrganismos (MCGHEE et al.,

1992, RUSSELL et al., 1999).
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2.6 Saliva como parametro de avaliacio imunolégica e bioquimica

A saliva ¢ um fluido biologico, ligeiramente acido, decorrente de secregao
exdcrina de trés pares de glandulas salivares maiores e as acessorias (LIMA-
ARAGADO et al, 2016; MOURA et al, 2007; LIMA et al, 2010). E o liquido que
umedece a cavidade bucal e possui func¢des relacionadas a prote¢ao da mucosa e dos
dentes; formacao do bolo alimentar; autolimpeza da cavidade bucal; regulacdo do pH
do meio bucal (pH 6,8). Nesse ponto, participam, ativamente, os tampodes salivares
mucina, bicarbonato e monofosfato, evitando as lesdes produzidas pelo excesso de

acidos e bases (BRETAS et al, 2008; LEAL et al, 2013).

No entanto, algumas situagdes como mudangas hormonais e metabdlicas
durante a gravidez comprometem o fluxo e a composic¢do salivar (LEAL et al, 2013),
com diminui¢do de sddio, aumento de potéssio, proteinas e estrégeno (SALVOLINI
et al, 1998). Ja foi demonstrado que a xerostomia e a parageusia ocorrem entre 50 e
63% das gestantes, além de muitas delas apresentarem hipossalivacao (PIRES, 2008),
situacdo que dificulta a coleta de volume necessario para avaliagdo dos pardmetros
biologicos nesse fluido. Assim também, enfatiza-se que mulheres com diabetes
durante a gravidez apresentam maior concentragdo de PCR, citocinas pro-
inflamatoérias e antioxidantes na saliva (ZAMANI-AHARI et al, 2017; GOGENENI et
al, 2015; BUBLITZ et al, 2017).

Nesse contexto, as analises de componentes salivares sdo utilizadas para
auxiliar no diagndstico de doencgas sist€micas, tais como: doengas autoimunes
(STRECKFUS et al, 2001); doencas infecciosas virais associadas ao citomegalovirus,
virus Herpes tipos 6, 7 e 8, virus Epstein-Barr (MARTINEZ et al, 1999, LADUCA
etal, 1998; LUCHT etal, 71998); doencas infecciosas bacterianas como a ulcera péptica
causada pelo H. pylori (REILLYA et al, 1997); monitoramento de consumo de drogas
(KAUFMAN, LAMSTER 2002); doengas renais (LLOYD et al, 1996), disfuncdes
endocrinas  ou monitoramento de hormoénios (LIPSON, ELLISON 1996;
GOLDENBERG 2005), cancer (GUERRA et al, 2012) e verificacdo de perfil
imunolégico e bioquimico (LIMA-ARAGAO et al, 2016) além de ser um componente

facilmente coletado, transportado e armazenado.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a influéncia da diabetes gestacional na detec¢ao de anticorpos anti-

insulina e citocinas no colostro e na saliva das maes.

3.2 Especificos

e Quantificar a concentracdo total de anticorpos IgA e anticorpos IgA anti-
insulina, no colostro e na saliva de mulheres com diabetes gestacional,

e Determinar a concentragdo de citocinas no colostro e na saliva de mulheres
com diabetes gestacional;

e Avaliar parametros bioquimicos no colostro e na saliva de mulheres com
diabetes gestacional;

e Correlacionar os dados imunoldgicos e bioquimicos do colostro e saliva, nas
mulheres com diabetes gestacional;

e Correlacionar as concentragdes de citocinas e anticorpos-com parametros dos

recém-natos
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APENDICES

Apéndice A: Parametros Bioquimicos na saliva de maes diabéticas ou ndo

Parametros Niao diabéticas n (37) Diabéticas n (37) valor de p
Glicose (mg/dL) 115+1,3 115+1.,8 0,1306
Célcio (mg/dL) 3+0,3 4+04 0,6103
Proteinas totais (g/dL) 3+0,1 3+0,1 0,2212
Triglicerideos (mg/dL) 12+0,4 13+0,3 0,6819
Colesterol total (mg/dL) 9+0,1 9+0,2 0,8066
Amilase (UI/dL) 124 £ 12 98 +9 0,3818

Valores expressos em média + desvio padrao de amostras individuais testadas (*)
p<0,05.
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Apéndice B: Comorbidades associadas ao diagnostico de diabetes gestacional em
mulheres diabéticas ou nao

Comorbidade Nao diabéticas n (37) Diabéticas n (37)
Hipertensao 9 12
Pré-eclampsia 4 1
Obesidade - 3
DHEG 3 1

Outra 2 2

Nenhuma 19 18




APENDICE C - FORMULARIO DE ENTREVISTA

Data:

Nome da mae:

Dados socioecondmicos € demograficos da mae

1) Qual é seu estado civil?

1- Solteira( ) 2-Casada( ) 3-Unido consensual ( ) 4-

2) Rac¢a/Cor
I-Branca( ) 2-Negra( ) 3-Parda( ) 4- Amarela ( )
3) Nivel de escolaridade:

1- Nunca frequentou escola ( )

2- Ensino Fundamental incompleto ( )
3- Ensino Fundamental completo ( )
4- Ensino Médio incompleto ( )

5- Ensino Médio completo ( )

6- Superior incompleto ( )

7- Superior completo ( )

8- Pos-graduacgdo ()

9- Nao sabe ()

4) Alfabetizacao:

1- Lé e escreve ()

2-Le()

3- Nao 1€ e nem escreve ( )

4- Assina o nome / s6 escreve ()
5- Nao sabe ()

5) A senhora atualmente:
1- Trabalha fora de casa ( ) 2-Dolar ()

Informacdes da gestacdo e parto:

6) A senhora realizou pré-natal?
1-Sim () 2-Nao ()

7) Quantas consultas de pré-natal foram realizadas?

Outros

(

33

Idade (anos):
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8) Quantas gestacdes a senhora ja teve?
I-Uma() 2-Duas() 3-Trés( ) 4-Quatro( ) 5-Cincooumais( )
9) A senhora usa ou usou alguma planta medicinal para tratar diabetes?

1- Sim, usa ( ) Qual 2- Sim, usou () Qual 3-
Nao ()

10) Como a senhora obteve informacoes para o uso de plantas medicinais para o
tratamento de diabetes?

1- Vizinho ( ) 2- Familiar ( ) 3- Profissional da saude ( ) 4-
Outros ()

Informacdes sobre a crianca (Obtidos através do prontuario)

11) Peso da crianca ao nascer:

12) Sexo do recém-nascido:

1- Masculino ( ) 2- Feminino ( )
13) Tipo de parto:

1- Normal () 2- Cesario ()
14) Apgar no 1° minuto

1-0a7() 2-8al0()

15) Apgar no 5° minuto

1-0a7() 2-8al0()
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da pesquisa “Analise imunoldgica
e bioquimica do colostro e saliva de maes diabéticas gestacional .

Prezada Sra Meu nome ¢€
, € estou realizando uma pesquisa sobre
aleitamento materno com maes diabéticas.

O objetivo do nosso estudo ¢ conhecer os fatores bioquimicos (nutrientes) e 0s
fatores imunologicos (defesa do organismo) do colostro e saliva de maes diabéticas e
compara-los com os de maes ndo diabéticas. Com a sua permissdo, gostariamos de
convida-la a participar desse estudo. Para isso, sera preciso responder um formulario
de entrevista com perguntas sobre a senhora, sua gestacdo e amamentacao, permitir a
consulta do seu prontudrio e da sua crianga, bem como permitir a coleta de no maximo
5 ml de colostro e 2 ml da saliva da senhora. Para que possamos, assim, analisar os
nutrientes € componentes imunoldgicos, como anticorpos, contidos tanto no colostro
quanto na saliva e compara-los com os resultados das maes nao-diabéticas.

Para ndo haver risco de constrangimento (vergonha), a senhora podera deixar
de responder qualquer pergunta, se assim desejar. Além disso, a entrevista e as coletas
do colostro e saliva poderao ser realizadas em sala reservada no proprio alojamento
conjunto do hospital. Os riscos fisicos mais comuns associados com a coleta do
colostro incluem: dor ou desconforto na mama. Em relagdo a coleta de saliva podera
acontecer dificuldade na producdo, que serd amenizada com consumo de agua, se
necessario, antes da coleta. Para evitar ou minimizar os riscos, a coleta tanto do
colostro quanto da saliva sera realizada por membro da pesquisa treinado e capacitado
profissionalmente, através de protocolos de boas praticas clinicas. A senhora podera
ser beneficiada com a verificacdo da amamentacao do seu filho, pois havendo qualquer
davida poderemos orienta-los para atendimento no Banco de Leite do Hospital
Materno Infantil-UFMA. Além disso, os conhecimentos dessa pesquisa podem
contribuir com informagdes sobre as principais caracteristicas do colostro e saliva das
maes diabéticas.

A senhora ndo receberd nenhuma compensagao para participar desta pesquisa
e também nao tera nenhuma despesa adicional. Este estudo ndo tem relagdo com o
seguimento ou tratamento que a senhora ou seu (sua) filho (a) receberao nesse hospital.
A senhora estd completamente livre para ndo participar do estudo, como também
poderé deixar de participar a qualquer momento, retirando o consentimento, sem que

isso cause qualquer restricdo ou prejuizo ao seu seguimento neste hospital.

Nos garantimos que sua identidade (nome ou qualquer informacao que permita
identificacdo) serd mantida em sigilo (ndo serd divulgada).

Em caso de danos diretos/indiretos e/ou imediatos/tardios decorrentes da sua
participacgdo no estudo a senhora tera direito a assisténcia integral gratuita pelo tempo
que for necessario.

A senhora podera fazer perguntas sobre o estudo em qualquer tempo, entrando
em contato com os responsaveis pela pesquisa durante 24h por dia incluindo finais de
semana e feriados através dos seguintes telefones:
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Rosane Nassar Meireles Guerra: (98) 98119-4435
Claudia Regina Silva dos Santos Cunha (98) 98407-3939

A senhora também poderd entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdao para
esclarecer qualquer davida ética relacionada a esta pesquisa. Os Comités de Etica em
Pesquisa sao colegiados interdisciplinares e independentes, de relevancia publica, de
carater consultivo, deliberativo e educativo, criados para garantir a protecdo dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Telefone para contato: (98)
2109-1250. Horério de atendimento: segunda a sexta-feira das 8:30h as 16:30h.
Endereco: Rua Bardo de Itapary, 227, quarto andar, Centro, Sao Luis-MA. CEP-
65.020-070.

A senhora tem alguma pergunta para fazer neste momento?

Termo de consentimento livre esclarecido devera ser rubricado em todas as
suas vias ¢ assinado ao seu término tanto pelo convidado a participar da pesquisa
quanto pelo pesquisador responsavel ou membro da equipe. O Termo de
consentimento livre esclarecido foi elaborado em duas vias, sendo uma via ficara retida
com o pesquisador responsavel e outra com o participante da pesquisa.

Eu concordo em participar desta pesquisa. Eu tive chances de fazer perguntas
e me considero satisfeita com as respostas que me foram dadas. Eu estou ciente de que
a participacdo ¢ de minha livre escolha, de que ndo recebi nenhuma pressdao de
qualquer profissional da unidade de saude e de que posso retirar a minha autorizagao,
se assim desejar, em qualquer momento do estudo.

Eu recebi uma via desse termo.

Assinatura do responsavel legal (ou polegar direito)

Assinatura do pesquisador
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APENDICE E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da pesquisa “Analise imunologica
e bioquimica do colostro e saliva de maes diabéticas com diabetes gestacional ”.

No caso das mies em idade de 16 a 18 anos incompletos, podera ser assinado pela
menor se:

a) tiver recebido dos responsaveis legais emancipagdo ( ); b) for casada ( ); ¢) exercer
emprego publico efetivo ( ); d) tiver colado grau em curso superior ( ); e) pelo
estabelecimento civil ou comercial, ou pela existéncia de relagdo de emprego, desde
que, em funcao deles, a menor tenha economia préopria ( ).

Prezado (a) Sr. (a) representante Legal de

Meu nome ¢ , € estou realizando uma pesquisa
sobre aleitamento materno com mades diabéticas.

O objetivo do nosso estudo ¢ conhecer os fatores bioquimicos (nutrientes) € 0s
fatores imunologicos (defesa do organismo) do colostro e saliva de maes diabéticas e
compard-los com os de maes ndo diabéticas. Com a sua permissdo, gostariamos de
convidar sua filha a participar desse estudo. Para isso, ela precisard responder um
formulério de entrevista com perguntas sobre ela, sobre a gestagdo e amamentacao,
permitir a consulta do prontuario de sua filha e da crianga, bem como permitir a coleta
de no méximo 5 ml de colostro e 2 ml da saliva da sua filha. Para que possamos, assim,
analisar os nutrientes € componentes imunoldgicos, como anticorpos, contidos tanto
no colostro quanto no sangue e compara-los com os resultados das maes nao-
diabéticas.

Para ndo haver risco de constrangimento (vergonha), sua filha podera deixar de
responder qualquer pergunta, se assim desejar. Além disso, a entrevista e as coletas do
colostro e saliva poderdo ser realizadas em sala reservada no préprio alojamento
conjunto do hospital. Os riscos fisicos mais comuns associados com a coleta do
colostro incluem: dor ou desconforto na mama. Em relagdo a coleta de saliva podera
acontecer dificuldade na producdo, que serda amenizada com consumo de agua, se
necessario, antes da coleta. Para evitar ou minimizar os riscos, a coleta tanto do
colostro quanto da saliva sera realizada por membro da pesquisa treinado e capacitado
profissionalmente, através de protocolos de boas praticas clinicas. Sua filha podera ser
beneficiada com a verificagdo da amamentacao do bebé, pois havendo qualquer duvida
poderemos orientd-los para atendimento no Banco de Leite do Hospital Materno
Infantil-UFMA. Além disso, os conhecimentos dessa pesquisa podem contribuir com
informagdes sobre as principais caracteristicas do colostro e saliva das maes diabéticas.
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Sua filha ndo recebera nenhuma compensagao para participar desta pesquisa e
também ndo tera nenhuma despesa adicional. Este estudo ndo tem relacdo com o
seguimento ou tratamento que sua filha e/ou o bebé receberao nesse hospital. Sua filha
estd completamente livre para ndo participar do estudo, como também podera deixar
de participar a qualquer momento, retirando o consentimento, sem que iSso cause
qualquer restri¢cao ou prejuizo ao seu seguimento neste hospital.

Nos garantimos que a identidade de sua filha (nome ou qualquer informagao
que permita identifica¢do) serd mantida em sigilo (ndo sera divulgada).

Em caso de danos diretos/indiretos e/ou imediatos/tardios decorrentes da
participa¢do de sua filha no estudo o senhor (a) terd direito a assisténcia integral
gratuita pelo tempo que for necessario. O senhor (a) e sua filha poderao fazer perguntas
sobre o estudo em qualquer tempo, entrando em contato com os responsaveis pela
pesquisa durante 24h por dia incluindo finais de semana e feriados através dos
seguintes telefones:

Rosane Nassar Meireles Guerra: (98) 98119-4435
Claudia Regina Silva dos Santos Cunha: (98) 98407-3939

O senhor (a) e sua filha também poderdo entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao
para esclarecer qualquer duvida ética relacionada a esta pesquisa. Os Comités de Etica
em Pesquisa sdo colegiados interdisciplinares e independentes, de relevancia publica,
de carater consultivo, deliberativo e educativo, criados para garantir a prote¢ao dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Telefone para contato: (98)
2109-1250. Horério de atendimento: segunda a sexta-feira das 8:30h as 16:30h.
Endere¢o: Rua Bardo de Itapary, 227, quarto andar, Centro, Sao Luis-MA. CEP-
65.020-070.

O senhor (a) tem alguma pergunta para fazer neste momento?

Termo de consentimento livre esclarecido devera ser rubricado em todas as
suas vias ¢ assinado ao seu término tanto pelo convidado a participar da pesquisa
quanto pelo pesquisador responsavel ou membro da equipe. O Termo de
consentimento livre esclarecido foi elaborado em duas vias, sendo uma via ficara retida
com o pesquisador responsavel e outra com o participante da pesquisa.



39

Eu concordo que minha filha participe desta pesquisa. Eu tive chances de fazer
perguntas e me considero satisfeita com as respostas que me foram dadas. Eu estou
ciente de que a participagao de minha filha ¢ de minha livre escolha, como também em
concordancia com ela, e de que ndo recebi nenhuma pressdao de qualquer profissional
da unidade de satide e de que posso retirar esta autorizagdo em qualquer momento do
estudo, se assim desejar.

Eu recebi uma via desse termo.

Assinatura do responsavel legal (ou polegar direito)

Assinatura do pesquisador
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APENDICE F - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Adolescentes com 12 anos completos e menores de 18 anos)

O assentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de
adolescentes, da sua faixa de idade, para participar de uma pesquisa. Serao respeitados
seus direitos e vocé recebera todas as informagdes por mais simples que possam
parecer.

Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO
LIVRE ESCLARECIDO contenha palavras que vocé ndo entenda. Por favor, peca ao
responsavel pela pesquisa ou a equipe do estudo para explicar qualquer palavra ou
informacao que vocé ndo entenda claramente.

Prezada Sra

Meu nome € , € estou realizando uma pesquisa
sobre aleitamento materno com maes diabéticas.

O objetivo do nosso estudo € conhecer os nutrientes e os fatores imunolédgicos
(defesa do organismo) do colostro e saliva de maes diabéticas e compara-los com os
de maes ndo diabéticas. Com a sua permissdo, gostariamos de convida-la a participar
desse estudo. Para isso, sera preciso responder um formulédrio de entrevista com
perguntas sobre vocé, sua gestagdo e amamentagdo, permitir a consulta do seu
prontudrio e da sua crianga, bem como permitir a coleta de no maximo 5 ml de colostro
e 2 ml da saliva para que possamos analisar os nutrientes e componentes relacionados
com a defesa do corpo humano contidos tanto no colostro quanto na saliva e compara-
los com os resultados das maes que nao possuem diabetes.

Para nao haver risco de constrangimento (vergonha), vocé podera deixar de
responder qualquer pergunta, se assim desejar. Além disso, a entrevista e as coletas do
colostro e saliva poderdo ser realizadas em sala reservada no préprio alojamento
conjunto do hospital. Os riscos fisicos mais comuns associados com a coleta do
colostro incluem: dor ou desconforto na mama. Em relagdo a coleta de saliva podera
acontecer dificuldade na producdo, que serd amenizada com consumo de agua, se
necessario, antes da coleta. Para evitar ou minimizar os riscos, as coletas tanto do
colostro quanto da saliva serdo realizadas por membro da pesquisa treinado e
capacitado profissionalmente, através de protocolos de boas praticas clinicas. Vocé
podera ser beneficiada com a verificacdo da amamentacao do seu filho, pois havendo
qualquer duvida poderemos orientd-los para atendimento no Banco de Leite do
Hospital Materno Infantil-UFMA. Além disso, os conhecimentos dessa pesquisa
podem contribuir com informagdes sobre as principais caracteristicas do colostro e
saliva das maes diabéticas.

Vocé€ ndo receberda nenhuma compensacao para participar desta pesquisa e
também ndo tera nenhuma despesa adicional. Este estudo ndo tem relacdo com o
seguimento ou tratamento que vocé ou seu (sua) filho (a) receberao nesse hospital.
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Vocé esta completamente livre para nao participar do estudo, como também
podera deixar de participar a qualquer momento, retirando sua permissao, sem que iSSo
cause qualquer restricdo ou prejuizo ao seu seguimento neste hospital. Nos garantimos
que sua identidade (nome ou qualquer informacao que permita identificagdo) nao sera
divulgada.

Em caso de danos diretos/indiretos e/ou imediatos/tardios decorrentes da sua
participagdo no estudo vocé tera direito a assisténcia integral gratuita pelo tempo que
for necessario. Vocé poderd fazer perguntas sobre o estudo em qualquer tempo,
entrando em contato com os responsaveis pela pesquisa durante 24h por dia incluindo
finais de semana e feriados através dos seguintes telefones:

Rosane Nassar Meireles Guerra: (98) 98119-4435
Claudia Regina Silva dos Santos Cunha: (98) 98407-3939

Vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao para esclarecer qualquer
duvida ética relacionada a esta pesquisa. Os Comités de Etica em Pesquisa sdo
colegiados interdisciplinares e independentes, de relevancia publica, de carater
consultivo, deliberativo e educativo, criados para garantir a protecao dos participantes
da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrdes éticos. Telefone para contato: (98) 2109-1250. Horario de
atendimento: segunda a sexta-feira das 8:30h as 16:30h. Endereco: Rua Bardo de
Itapary, 227, quarto andar, Centro, Sao Luis-MA. CEP- 65.020-070.

Vocé tem alguma pergunta para fazer neste momento?

O Termo de assentimento livre e esclarecido devera ser rubricado em todas as
suas vias e assinado ao seu término tanto pelo convidado a participar da pesquisa
quanto pelo pesquisador responsavel ou membro da equipe. O Termo de assentimento
livre e esclarecido foi elaborado em duas vias, sendo uma via ficara guardada com o
pesquisador responséavel e outra com o participante da pesquisa.

Eu concordo em participar desta pesquisa. Eu tive chances de fazer perguntas
e me considero satisfeita com as respostas que me foram dadas.

Eu estou ciente de que a participagdo ¢ de minha livre escolha, de que nao
recebi nenhuma pressao de qualquer profissional da unidade de saude e de que posso
retirar a minha autorizagao, se assim desejar, em qualquer momento do estudo.

Eu recebi uma via desse termo de assentimento.

Assinatura do sujeito convidado (ou polegar direito)

Assinatura do pesquisador
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ANEXOS
ANEXO A — Parecer do Comité de Etica
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